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PROCEDE AUTOMATISE DE CRIBLAGE A GRANDE 
ECHELLE DE CELLULES SECRETANT DES ANTICORPS 

MONOCLONAUX 

La presents invention se rapporte au domaine de I'identlficatlon et 
la selection d'anticorps monoclonaux. pr6sentant des proprl6t6s 
avantageuses. notamment en temies de sp6cificlt§ et d'affinjt§. L'invention 
conceme plus pr6cisement I'am^lioration des proc6dur«s et r§laboratibn 
de moyens efficaces aux fins du criblage de teis antlcofps. 

La pr6sente invention a pour objet un proc6d6 automatism de 
criblage in vitro et d grande 6chelle de cellules sScr^tant au molns un 
anticorps monoclonal specifique et .affin pour un compost d'interet. ledit 
anticorps §tant particulierement utile d des fins de recherche, diagnostic 
et/ou thSrapie. 

La pn§sente demande decrit 6galement un precede pour am§liorer 
la production, par un animal, de cellules productrices d'anticorps diriges 
centre un compose d'interet. et ce, en stimulant la reponse immunitaire de 
I'animal et en augmentant le nombre d'anticorps diff§rents prodults par 
lesdites cellules et diriges contre le compose d'int§r§t. 

Les anticorps appartiennent a la famille des immunoglobulines. lis 
sont produits par les lymphocytes B (ou cellules B ou encore « cellules 
productrices d'anticorps »). 

Les anticorps repr§sentent un moyen actif essentiel pour la defense 
d'un onganisme hdte contre un compos6 stranger. Une tel compost peut 
§tre. par exemple. un parasite, un virus, une bact^rie. un polypeptide, un 
polysaccharide, etc... 

Confonm§ment § I'usage, le compose stranger susvise est un 
«antig6ne» capable de d§clencher une reponse Immunitaire chez 
rorganlsme bote. Plus pr§cisement. chaque antigene comprend un ou 
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plusieurs « epitopes ». form§s par la ou les parties sp6ciflqubs de ce 
dernier, qui r§aglssent avec le ou les antlcorps. 

L'antigene et I'anticorps se llent selon une reaction de type « llgand- 
r^cepteur ». Plus particull6rement, I'anticorps presente i sa surface un 
5 site appel§ « paratope », capable de reconnaitre l'antfg§ne et 
conrespondant au site de liaison sp6cifique avec un Epitope de cet 
antigene. 

En r§ponse d la presence d'un antigene. le systdme immunitaire de 
I'organisme r§aglt en produisant autant de types d'anticorps differents qu'll 
10 y a d'6pltopes dans I'antigdne. 

Les cellules dendritlques sont egalement appelees « cellules 
sentlnelles» ou « cellules presentatrices d'antlgdnes ». Ces cellules 
pemiettent la stimulation du syst^me Immunitaire humoral et cellulalre. 

Le processus consistant a capter les antlgdnes Infectieux ou 
15 tumoraux, la degradation de ces demlers dans les cellules dendritlques et 
la presentation des epitopes par ces cellules sont connus (Dendritic cells : 
biology and clinical applications. Ed. M.T. Lotze. A.W. Thomson, 
Academic Press. 1999). Bridvement. les agents Infectieux ou tumoraux 
sont reconnus et degrades a I'interieur des cellules dendritlques. Ensuite, 
les fragments ainsi obtenus sont pr^sentes a la surface des cellules. Ces 
fragments strangers sont alors reconnus par les lymphocytes. Le 
processus immunitaire humoral et cellulalre aInsi sollicite conduit a la 
production d'anticorps diriges contre ces tumeurs et/ou ces agents 
Infectieux. 

Le recrutement des cellules dendritlques et le processus de 
presentation des epitopes sont des etapes essentlelles dans la reponse 
Immunitaire. 

La reponse immunitaire Indulte par la presence d'un antigene 
comprend la production simultanee. par une population poiyclonale de 
30 lymphocytes B (i.e., une population heterogdne composee de plusieurs 
types de lymphocytes B). d'une multitude d'anticorps. A. ce titre. cetle 
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reponse immunltaire est polyclonale, en ce qu'elle r6sulte de la production 
de plusleurs types d'antlcorps, chaque type d'antlcorps 6tant prodult par 
un type de lymphocyte B. 

Or, rutillsatlon d'antlcorps polyclonaux. '^l des fins de recherche ou 
5 diagnostic, et surtout dans le cadre de traltements prophylactiques et/ou 
th6rapeutlques, pose d I'evldence des probldmes de sp6clflclt6 vis-S-vIs 
d'un antigdne partlculier. 

Ces problemes ont 6t6 jusqu'^ pr6sent en grande partie resolus 
gr§ce aux travaux de Kohler et Milstein. publies en 1975 (Nature 256 : 

10 495-497). Ces demlers ont en effet mis au point une technique de 
production d'antlcorps monoclonaux, c'est-a-dire d'antlcorps homogdnes 
et de specificity d§finle. Grace ^ cette methode et aux technologies de 
biologie mol6culaire devenues aujourd'hul conventlonnelles, la preparation 
d'antlcorps monoclonaux a la carte, en quantites illimit6es, presente un 

15 interet considerable pour la medeclne clinique, I'industrie et la recherche 
scientifique. 

A I'heure actuelle, II est theoriquement possible de concevoir des 
antlcorps monoclonaux centre tout type de substances, ce qui, 
auparavant. 6tait difficllement envlsageable. D'une manifere g§nerale, les 

20 antlcorps monoclonaux, de par leur specificite et leur affinity vIs-S-vls 
d'aiitigenes partlcullers, constituent des outilis d'Identlfication ayant des 
champs d'appllcatlons tr§s vastes : etudes analytiques, cytologiques. 
histologiques, fonctionnelles, ou biochimiques. Les anticorps monoclonaux 
sent ainsi trds largement employes en diagnostic et dans la recherche 

25 medico-phamiaceutique. lis trouvent en outre de nouveaux debouches en 
therapie. 

Les societes et laboratoires de biotechnologies ont, jusqu'd ce jour, 
adopte differentes approches et techniques afiii d'ldentifler le « mellleur» 
anticorps monoclonal, i.e., I'anticorps monoclonal le plus specrflque et le 
30 plus affin vIs-a-vis d'un antigdne Implfque dans l'6tiologie d'une maladle 
donn6e. Le meilleur antlcorps aInsI ldentifl§ pounait done §tre 
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avantageusement Utilise dans le cadre du diagnostic, de la prevention 
et/ou du traltement de cette maladle. Cependant. les chercheuri et 
Ingenleurs ne cr§ent pas.un antlcorps comrrie I'pn pourrait synth6tlser une 
mpl6cule chlmlque. En fait, leurs travaux consistent essentlellement d 
5 determiner, parmi les 10^^ types d'antlcorps prodults par le systeme 
Immunltaire de Thomme ou de I'anlmai; quels sont les anticorps qui 
correspondent le mieux aux antlgdnes en cause. La strat§gle repose done 
•sur ridentlficatlon et la selection du ou des meilleure antlcorps 
monoclonaux parml un groupe de candidats potentiels. C'est ce que Ton 
10 appelle couramment le « criblage » (ou « screening »). 

Les societes de genomique speclalisees dans le d§veloppement 
d'antlcorps monoclonaux disposent de banques d'antlcorps 
potentiellement candidats pour combattre un grand nombre de maladies. 
Afin de reduire le nombre de candidats potentiels. tous les antlcorps de la 
15 banque sont mis en contact avec un antlgSne. Ensulte, sont selectionn6s 
les anticorps qui pr6sehtent le plus d'affinlt§ vls-^-vis de cet antlg§ne. 
Cependant. les banques sont constitutes, non pas d'antlcorps complets. 
mals de fragments d'antlcorps (technologle dite de « phage display »). 
AInsi. le plus souvent. ces soci§tes parvlennent k Identifier rapidement des 
20 fragments d'antlcorps int§ressants. Elles rencontrent en revanche de 
gi^ndes dIfRcultes torsqu'll s'agit d'obtenir un anticorps complet. En effet. 
les banques de fragments d'anticorps ne sont g§neralement pas 
representatives de I'ensemble des 10" types d'anticorps distincts que le 
systeme immunitaire d'un organlsme est capable de produire. AussI est-il 
25 necessaire de reconstituer. par des techniques d'ingenierie. des antlcorps 
complets i partir des fragments d'anticorps selectionnes. ce qui peut 
aboutir ^ la construction d'anticorps de sp§clflcit6 et/ou d'affinite 
Insuffisante(s). 

Les societes de blotechnologie cellulaire ont adopte une approche 
30 differente. Des antigenes, individualises ou nbn. sont injectes ii' des 
animaux (souris ou rats transgenlques humanises). Ensulte. par . 
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hybridation somatique classique, mals en utilisant des souiis ou des rats 
transg§niques humanisms, un complexe cellulaire est mis en Evidence, 
ledit complexe comprenant, entre autres. les antlcorps qui ont 6t6 prodults 
par la soutis ou le rat en prSsence des antlgSnes Injecl^s. Toutefols, ces 
5 soci6t6s ne disposent pas des capaclt§s et moyens n6cessalres a la mise 
en cBuvre d'un criblage rapide et peu on^reux, pemiettant d'Identmer 
chaque antlcorps Interessant produit par le syst6me immunltalre. En effet. 
dans la mesure oD cette approche ne fait pas Intervenir de techniques 
susceptlbles d'etre mises en oeuvre § grande echelle. elle se trouve 

10 n6cessalrement Ilmlt6e en ce que tous les anticorps potentiellement 
lnt§ressants ne peuvent pas §tre identifies par un seul criblage. En 
consequence, il est probable que les candidats ainsi identifies ne sclent 
finalement pas les meilleurs en termes de sp§clficlte et/ou d'affinlte. 

En outre, II est actuellement impossible, selon I'une ou Tautre de 

15 . ces approches, d'etudier en detail les Epitopes auxquels les anticorps 
s6lectionnes se lient. sans que ces Epitopes ne solent au prealable 
Identifies. 

En definitive. II est actuellement de premiere n6cesslte de disposer 
de procedures et moyens permettant: d'une part, ridentificatlon des 
20 anticorps les mellleure en termes de speCificite et/ou d'affinlte, et d'auti-e 
part ridentificatlon des epitopes reconnus par ces anticorps. 

Le precede objet de la presente Invention, dont la plupart des 
etapes et, en tous les cas, dont i'ensemble des etapes essentieiles. est 
automatisable, repond ^ de tels soucis d'acuite du criblage (selectionner 
25 le(s) meilleur(s) anticorps pour une application donnee et. le cas echeant, 
identifier les epitopes en cause), de rationalisation et d'economle. en ce 
qu'il : (I) pennet ridentificatlon et la selection du ou des meilleurs antlcorps 
parmi un grand nombre de candidats potentlels ; (II) permet de proceder d 
des cartographies d'epltopes. (« epitope mapping ») ; (ill) est rapide d ' 
mettre en oeuvre ; (iv) foumit des r6sultats reproducHbles ; (v) permet de . 
cribler simultanement un grand nombre de cellules producbices 
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d'antlcorps ; (vi) peut §tre mis en oeuvre par un personnel non specialise ; 
et (vii) peut §tre mis en oeuvre § des fins de criblage en routine pour 
r§pondre aux besoins du laboratoire de recherche ou d'analyse, de la 
. structure hospitaliere ou de rindustrie. 
5 Pour cela, le proc6d6 selon I'inventlon combine avantageusement 

un criblage cellulaire d grande §chelle et une technologie de prDt6omique 
pemnettant d'Identifier pr6cis6ment I'antlgene et/ou le ou les 6prtopes 
reconnus par un anticorps donn§. 

Grace § cette connaissance, I'invention rend desonnais possible un 
10 criblage optimal des. anticorps par I'identiflcatlon du ou des meilieurs 
anticorps pour une application donn^e. Ainsi, la pertinence statistique du 
criblage est amelior^e, dans la mesure ou le proced6 objet de la pr§sente 
invention augmente non seulement la quantite d'anticorps monoclonaux 
differents secretes par les cellules soumises au criblage, mais egalement 
15 la qualite de ces anticorps, en tennes de specifidt§ et/ou d'afflnit6. 

La presente invention a done pour objet uri procdd^ automatism de 
criblage in vitro et a grande 6chelle de cellules s6cr6tant au moins un 
anticorps monoclonal speclfique et affln pour un compoisS d'inter^t 

Par « automatism », J'on dolt comprendre que toutes les §tapes 
20 essentielles du proc6d6 confomie d I'invention peuvent. §trB. et de 
pr6f§rence sont, avantageusement automatis6es. En outre, sauf mention 
contraire dans la suite du texte, les 6tapes des modes de realisation 
particuliers du procmdm selon I'invention peuvent etre, et de preference 
sont, egalement automatisees. 
25 Selon un premier mode de realisation illustr6 par la Figure 1, ce 

precede comprend au moins les etapes suivantes : 

(10) la distribution de cellules productrices d'anticorps dans au moins 
un puits d'au moins une plaque de culture ; " 

(12) la culture desdites cellules (« culture sur plaques ») dans des 
30 conditions pemiettant leur croissance, avec detection concomitante de 
la croissance cellulaire et de la quality des cultures ; 
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(14) le criblage Iteratif desdites cellules pour la secretion. d'anticorps; 
avec clonage des cellules s§cr6tant au moins un antlcorps 
interagissant avec ledit compost d'int^ret ; et 

(16) la selection d'au moins una cellule secr^tant un antlcoips 
5 monoclonal sp6clfique et affin pour ledit compost d'int6r§t. 

Au sens de I'invention, un « compos§ d'lnter§t » est un antlgene 
comprenant au moins un Epitope. Un tel compost est notamment choisi 
panDl : des prot6lnes, des acldes nucl6lques, des particules virales, des 
peptides synth6tiques, des composes chimiques. des orgahes, des 

10 organelles (par exemple, appareils de Golgi. mitochondries, etc.), des 
cellules entieres (par exemple, cellules de mammif^res, cellules 
v6g6tales, bacteries, etc.), des fragmentations sub-cellulalres (par 
exemple, fragments de membranes cellulaires, de mitochondries, etc.) 
En partlculier, le compos6 susmentionn6 est une cellule tumorale. En 

15 pareil cas, I'on mettra avantageusement en oeuvre le proc6d§ conforme S 
la presente Invention sur la cellule tumorale d'int6r^t et, en parallele, sur 
une cellule normale issue du meme tissu (cellule nomnale conrespondant a 
la cellule tumorale). 

Ue^, « plaques de culture ». « plaques de criblage » (utilis§es lors 

20 de i'^tape (14) de criblage it6ratif Indlqu6e ci-dessus), et « plaques de 
.stockage» pour la constitution de banques cellulaires, sont telles que 
classlquement utillsees pour les cultures cellulaires. En partlculier, une 
telle plaque comprend 6, 12, 24, 96 ou 384 puits. De mani§re prefer§e, 
elle comprend 96 ou 384 puits. 

25 Les plaques de culture obtenues lors de l'6tape (10) susmentionn6e 

repr6sentent, dans le contexte de I'invention, les « plaques-meres » de 
culture. 

De preference, la distribution des cellules selon l'6tape (10) est 
effectu6e ^ raison d'au moins 3x10^ cellules par putts. 
30 La « culture sur plaques » des cellules confonini^rnent a I'^tape (12) 

est effectuee en milieu s6lectif classique (par exemple : milieu RPMI, 1% 
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melange penicilllne/streptomyclne. 1o/o pyruvate. 2o/o' giutamine. IQo/o 
s^rum veau festal, s-azas^^.e, r/o hypoxanthlne). gen6,^,ement sur 
une periode comprise entre au moins 7 jours et au plus 21 jours, ladlte 
periode 6tant de preference comprise entre 7 et 15 jours. En pratique 
cette periode depend de la density des cellules dans les puf^. Une fols la 
periode de culture 6coul6e. le milieu de cultu,^ est change de mani^re 
automatls6e. AInsl. le milieu anclen est pr6lev6 et utilise dans le cadre du 
criblage It6ratlf [6tape (14)]. tandls que du milieu de culture neuf est ajout6 
aux pults des plaques-mdres. 

La « detection de la croissance cellulalre » concomltamment d la 
culture [etape (12)] peut etre effectuee de manlere manuelle. par un 
operateur. En ce cas. Ton peut faire appel ^ un test statlstique. Les 
estimateurs suivants peuvent etre utilises. 

■ L'estimateur c : « le puits est contamln6 ». avec p(c) distribute 
suivant une loi binomlale B(n.p). oC n est le nombre de puits observe 
par un operateur quallfit. et p. la probability qu'un puits soit 
contamme ; c prend la valeur discrete 1 si le puits est contamint. ou 0 
s. rien d'anomial n'est observ6. D'apres le thtordme du maximum de 
vraisemblance. le test est fiable S 950/0 si n=30. L'op6rateur observe 
done 30 puits difftrBnts choisis ateatoirBment comme suit. Les puits 
sont numerotts de 1 a N. avec 1. le numtro du premier puits de la 
premiere plaque de 96 puits de culture (coordonnees sur la plaque • 
A1). et N. le numero du demler puits de la demiere plaque de 96 puits 
de culture (coordonnees sur la plaque : H12). Les numtros des puits ^ 
obsen^er sont choisis aleatoirement dans la liste gr^ce i, un gen6rateur 
de nombres aleatoires (IVIS Excel). 

- L'estimateur C : « au moins un puits observe est contamln6 ». avec 
P(C) distribuee suivant une loi binomlale B(1.P). oD P. la probability 
que 30 puits soient contamines. prend la valeur discrete 1 si au moins 
un puits est contamln6. ou 0 si rien d'anonnal n'est observe. SI P(C) = 
0. on consid^re que I'ensemble des puits de. culture est exempt de 
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contaminations avec une fiabilit§ de 95%. La croissance cellulaire 
moyenne est 6valu6e empiriquement par l'op6rateur sur les 30 pults 
Observes. • . 

Altemativement at de pr6f6rence, cette d6tection est automatls6e. 
5 par exemple au moyen d'au molns une technique cholsie paimf : 

- I'analyse colorimetrique du pH du milieu de culture ; 

- la mesure du pH du milieu de culture d I'alde d'au moins une 
sonde ; 

- I'ahalyse de I'image des puits des plaques ; 

1^ " '3 mesure de la conductivity du milieu de culture au moyen 

d'une microelectrode ; 
la turbidimetrie ; ou 

- n'importe quelle combinaison de ces techniques. 

Ce sont Id des techniques conventionnelles, connues de I'homme 
15 du m6tler. 

Au sens de I'inventlon. la « qualite des cultures ». fait reference a 
I'absence de contamination desdites cultures. 

Selon un deuxieme mode de. r§allsatlon illustr6 par la Figure 2, 
r6tape (14) de criblage iteratif comprend au moins le module de criblage 
20 suivant: 

- le transfer! du milieu de culture pr§iev§ d partir d'au moins un pults 
d'au molns une plaque de culture (#n). dans au moins un puits d'au 
moins une plaque de criblage (#n) ; 

- le criblage des cellules pour au moins un critdre de selection donn§ ; 
25 - le repiquage selectif des cellules satisfaisant ledit critdre dans au 

moins un puits d'au moins une nouvelie plaque de culture (#n+1) ; et 

- la culture desdites cellules (« culture sur plaques ») dans des 
conditions permettant leur croissarice, avec detection concomitante de 
la Croissance cellulaire et de la quality des cultures. 
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L'on entend ici par « module ». un enchaTnement d'§tapes 
susceptible d'§tre ft6re plusieurs fols. en boucle. AInsl. d'un module au 
module suivant, vont changer : 

- les plaques de culture Initiates (#n). S partir desquelles le milieu de 
culture (6galement appete Id « sumageant de culture ») est pr^leve et 
transf§r6 ; 

- les plaques de oriblage (#n) ; 

- le ou les critdres de selection ; et 

- les plaques de culture (#n+1). 
Au sens de la pr^sente Invention, le critdre de selection est cholsl 

pamil les critdres sulvants (voir Figure 2): la secretion d'anticorps 
(« pr6criblage ») ; la secretion d'anticorps interagissant avec te compost 
d'lnter^t (« oriblage primaire ») ; la secretion d'anticoips monoclonaux 
speclfiques dudit compost d'int^ret (« criblage secondaire ») et la 
secretion d'anticorps monoclonaux speciflques et afflns pour ledit 
compose d'int6ret (« criblage tertlaire »). De pr§f6rence. tous ces critdres 
sont successlvement appliques dans I'ordre Indlqu6 cl-dessus. Dans ces 
conditions, te module susmentionn6 est It6r6 quatre fois. II est neanmoins 
posslbte de s'affranchir du critdre de pr^criblage. L'on realise ators 
d'embtee te. criblage primaire. ce qui r§dult le nombre d'lt6rations du 
. module supra S trois. 

Avantageusement. torsque te criblage primaire est effectue. qu'il 
soit precede ou non du pr§criblage. l'on realise une etape suppleme'ntaire 
de clonage des cellutes, comme detailte ci-dessous. [6tape (146) ; voir 
25 6galement Figure 2]. 

En outre, le demfer module effectue. correspondant selpn 
I'invention au criblage tertlaire. ne comprend pas n§cessairement tes 
etapes de repiquage setectif et culture sur plaques. En effet. te criblage 
tertlaire proprement dit est de pr6f§rence suM par au molns-une etape de 
selection d'au molns une cellute s6cr§tant un antlcorps monoclonal dont la 
speclflclte et/ou I'afflnlt6 pour te compost d'lnt§r§t sont sup§rieures a 
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celles des anticorps monoclonaux s6cr6tes par jes autres cellules [etape 
(16), voir Figures 1 et 2]. 

L'expression « replquage s6lectif des cellules » ob6lt a I'acceptlon 
usuelle dans le domalne de la blologie cellulalre. 

En princlpe. dans le cadre du criblage It6ratlf [§tape (14)]. les 
cultures sur plaques sent realis^es en milieu standard (par exemple : 
milieu RPMI, 1% melange p6nlcllllne/streptomyclne, 1% pyruvate, 2% 
glutamine, 10% serum veau foetal). Les temps de culture pour l'6tape (14) 
sont Identlques aux p6rjodes lndlqu§es supra s'aglssant de I'etape (12). 

La « detection de la croissance cellulalre » est telle que definie 
prec§demment en ce qui conceme I'etape (12). 

En premier lieu, le module facultatif de pr^criblage comprend au 
molns les stapes suivantes : 

(140) le transfert du milieu de culture preleve d partir d'au molns une 
plaque-mere de culture Tissue de l'6tape (12)]. sur au molns une 
plaque de criblage (plaque de criblage #0) ; 

(141) le pr6criblage des cellules pour la s6cr^tlon d'anticorps ; 

(142) le replquage s6Iectif des cellules sur au molns une plaque de 
culture (plaque de culture #1 ) ; et 

(143) la culture sur plaques desd'rtes cellules. 

L'6tai3e (141) con-espond S un criblage qualitatif, comprenant au 
molns : 

(1411) la detection de la secretion d'anticorps ; et 

(1412) la selection des cellules secretant au molns un anticorps. 

Plus precisement, I'etape (1411) de detection de la secretion 
d'anticorps comprend au molns : 

(14111) le pr6l6vement d'au molns un §chantlllon de sumageant de 
culture ; et 

(141 12) la detection de la s6cr§tlon d'anticorps dans cet 6chantillon. 
Altematlvement, 'cette §tape (1411) comprend au molns la detection 

de la s6cr6tlon d'anticorps directement dans les pults. 
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Le.pr6criblage selon I'^tape (141). en particuller r§tape (1411).cl- 
dessus, est susceptible d'§tre mis en oeuvre a {'aide de n'importe quel 
syst^me de detection d'une liaison de type « Iigand-r6cepteur ». connu de 
rhomme du metier. A titre d'exemples, i'on peut citer des systdmes 
d'immunod6tection qui utilisent des isotopes ou des enzymes, des 
techniques basees sur la detection d'une luminescence ou d'une 
fluorescence, des methodes mettant en CBuvre des micro-puces, etc... En 
particuller. Thomme du m§tler dispose des techniques classiques 
E.L.I.S.A. (pour « Enzyme-linked Immunosorbent Assay »), des systemes 
« TopCount » ou « Alpha Screen » (Perkin Elmer Life Sciences Inc.. 
Boston. MA. Etats-Unis). ou encore FMAT 8100 ou FMAT 8200 (Applied 
Biosystems, Manchester. Grande-Bretagne). La mise en ceuvre du 
precriblage peut notamment faire appel a des moyens classiques relevant 
de la micro- ou la nanotechnologie. Les volumes d'echantillons 
15 n6cessalressontalorsavantageusementlnf§rleureS 10 pL. 

En second lieu, le module de criblage primaire comprend au moins 
les etapes suivantes : 

(144) le transfert du milieu de culture. pr§lev6 d partir d'au molns une 
plaque de culture. #1 si le pr6criblage a 6t6 r6alis6, ou partir d'au 

20 molns une plaque-m6re de culture dans le cas contralre.. sur au moins 
une plaque de criblage (plaque de criblage #1 ) ; 

(145) le criblage primaire des cellules pour la secretion d'au moins un 
anticorps interagissant avec le compose d'lnt§ret ; 

(146) le clonage des cellules secretant au moins un anticorps 
25 interagissant avec ledit compose d'int§r§t ; 

(147) le replquage des cellules clon6es sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #2) ; et . 

(148) la culture sur plaques desdites cellules, 

La detection d'une Interaction dans chacun des puits d'une plaque 
30 de criblage. confoma6ment ^ C^tape (145) de criblage primaire. est 
qualitative. Cette 6tape (1 45) comprend au molns : 
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. (1451) le prel^vement d'au moins un echantillon de sumageant de 
culture ; ' 

(1452) la detection, dans cet 6chantlllon. de I'interactlon des antlcorps 
avec le compos§ d'int§r§t ; et 
5 (1453) la selection des cellules s6cr^tant au moins un anticorps 
Interagissant avec ledit compos6 d'interet. 

Le criblage primaire vis§ d I'etape (145) peut etre realist a Calde 
des m§mes techniques que celles cit§es pour le pr§criblage. U encore, le 
criblage primaire peut faire appel ^ des moyens relevant de la micro- ou 
10 nanotechnologie. Ainsl. les volumes d'ecliantillons sont avantageusement 
inferieursa 10 pL. 

Le clonage objet de I'etape (146) a pour but de passer des 
populations cellulaires polyclonales pr^sentes dans les puits des plaques 
de pr§criblage et/ou criblage primaire. ^ des populations cellulaires 

15 mohoclonales. Un tel clonage peut etre effectu§ par des mdthodes 
conventionnelles, bien connues de I'homme du m6tier. Par exemple, I'on 
peut citer le tri cellulaire d I'aide d'un cytomdtre de flux, la dilution limite, 
r§alls§e slir plaque de culture (g§n6ralement. 96 puits) en milieu standard, 
et le clonage en milieu g6los§. A Tissue de I'etape (146). I'on dispose 

20 done, dans chaque puits. de cellules secretant un anticorps monoclonal et 
. monospecifique. 

En troisieme lieu, le module de criblage secondaire comprend au 
moins les etapes suivantes : 

(149) le transfert du milieu de culture pr6leve a partir d'au moins une 
25 plaque de culture #2. sur au moins une plaque de criblage (plaque de 

criblage #2) ; 

(150) le criblage secondaire des cellules pour la s6cr§tion d'un 
anticorps monoclonal sp6cifique du compost d'intdrSt ; 

(151) le repiquage seiectif des cellules sur au moins une plaque de 
30 . culture (piaqpe de culture #3) ; et 

(1 52) la culture sur plaques desdites cellules. 
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L'6tape (150) de criblage secondaire correspond d nouveau un 
criblage qualitatif. A cet effet, cette 6tape (150) oomprend au molns : 
(1501) le pr6levement d'au molns un §chantillon de sumageant de 
culture ; 

5 (1502) la detection, dans cet §chantillon. d'une Interaction sp6clflque 
entre un anticorps monoclonal et le compos6 d'lnt6r§t ; et 
(1503) la selection des cellules s6cr§tant un anticorps monoclonal 
sp6clfique dudit compos6 d'lnt6r§t. 

Ce criblage secondaire est realisable ^ I'alde des techniques 
10 Indlquees cl-dessus pour le precriblage et le criblage primaire. De manl^re 
partlculi^rement interessante, les volumes d'echantillons n^cessalres sont 
Inferieurs a 10 pL. 

La notion de « specificite » doit ici etre entendue par rapport d un 
epitope particulier du compos6 d'lnt6r§t. Deux cas de figure peuvent §tre 
15 envisages. 

(i) Le compose d'lnt§r§t est une cellule tumorale. L'on effeciue 
alors un criblage secondaire differentlel, c'est-^-dlre que l'on 
compare les resultats issus de la detection qualitative de la 
liaison « anticorps monoclonal - cellule normale du meme 

» Pai" rapport d la liaison « anticorps monoclonal - cellule 
tumorale ». L'on consld§re en ce cas que la liaison « anticorps 
monoclonal - cellule tumorale » remplit le critere de specificite si 
elle est detectee, aiors qu'une liaison « anticorps monoclonal - 
cellule nonnaie du m§me tissu » significativement plus faible, 
25 voire nulle, est d6tect§e; 

(ii) Le compose d'int6r§t est different d'une cellule tumorale. II 
convlent alors de proc6der a une carfcographle du ou des 
Epitopes, puis de d6temiiner qualitatlvement si I'antlcorps 
monoclonal se fixe sur un Epitope particulier. L'on parte de 
« "a'son sp6clfique » entre I'ahtlcorps et cet Epitope des lore 
que cette demiere condition est remplle. 
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SI le compost d'inter§t est une cellule tumbrale. rhomme du metier 
pourra. pour un meilleur r§sultat. combiner le criblage secondaire 
diff^rentiel [cas (i)] ^ une cartographle d'epltopes [cas (il)]. 

En quatridme lieu, le module de criblage tertiaire. qui est id le 
5 demier module, comprend au moins les etapes sulvantes : 

(153) le transfer! du milieu de culture pr6lev6 d partir d'au moins une 
plaque de culture #3, sur au moins une plaque de criblage (plaque de 
criblage #3) ; et 

(154) le criblage tertiaire des cellules pour la s6cr6tion d'un anticorps 
10 monoclonal sp§clfique et affin pour ledit compose d'int6r§t. 

Facultatlvement, ce module comprend en outre : 

(155) le repiquage selectif des cellules sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #4) ; et 

(1 56) la culture sur plaques desdites cellules. 

15 Le criblage tertiaire objet de I'etape (154) permet de comparer, de 

mani^re quantitative. I'affinit6 et la sp6cificite des anticorps monoclonaux. 
et, le cas echeant, d'6tablir une cartographle des Epitopes port6s par le 
compose d'inter§t Ainsi. I'etape (1 54) comprend au moins .: 

(1541) le pr§l§vement d'au moins un 6chantlllon de sumageant de 
20 . culture ;et 

(1542) la mesure de I'affinlte d'un anticorps monoclonal pour le 
compose d'int6r§t. 

Plus pr6cls6ment. I'6tape (1542) ci-dessus comprend au moins : 

(15421) la mesure de I'affinlte d'un anticorps monoclonal pour le 
25 compost d'Interet ; et 

(15422) I'identification et/ou la localisation d'au moins un epitope dudit 
compose d'inter§t. 

L'identification et/ou la localisation d'epltopes (« epitop mapping ») 
sont egalement designees Ici par I'expression « cartographle d'epltopes ». 

De manidre int6ressante. les etapes (15421) et (15^22) 
susmentionn§es peuvent §tre concomltantes. 
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Avantageusement, I'^tape (154) de criblage tertiaire coniprend en 
- outre : . 

(1543) le classement des anticorps monoclonaux sur la base de leur 
sp6clficlte et/ou de leur afRnite pour le compos6 d'lnter^t. 
5 Le complexe antig^ne-anticorps est obtenu par complementarite 

spatlale et vla retablissement de liaisons de faible 6nergle (telles des 
liaisons hydrogene, 6lectrostatiques, de Van der Waals. hydrophobes) 
entre les deux paratopes et I'fepitope. La somme de ces interactions 
repr§sente une Interaction globale plus ou moins forte en fonction de la 

10 sp§cificlt6 de Tanticorps pour l'6pitope. De fait, ('association antigdne- 
anticorps est reversible, avec une 6nergie d'interaction qui varie d'un 
couple Epitope-paratope S I'autrel 

Dans un models de cinetique 1:1, ou module monovalent, les 
Energies d'interaction de chacun des deux paratopes ne sont pas prises 

15 en consideration. L'energie globale d'interaction (^ savoir l'6nergle de 
dissociation du complexe) est supErieure d la somme arlthm6tique des 
Energies d'interaction des deux paratopes. Cette Eneigie globale est 
caractErisee par une constante d'Equilibre, dite « constante d'affinitE » ou 
« constante d'association » Kd. exprimEe en L/mol ou M"\ et par deux 

20 constantes cinEtiques d'association et de dissociation, respectivement ka 
et kd (exprimEes en M"^ ou min"''). Physiquement, Kq represents I'inverse 
de la concentration d'anticorps minimale nEcessaire pour que la rEaction 
de fomriation du complexe solt ^ I'Equiiibre pour un antigene donnE. La 
constante d'affinitE Kd est donnee par la fonnule suivante : 

25 

ka 

Ac + Ag Ac-Ag 
30 KD=ka/kd=[Ac-Ag]/([Ac].[Ag]) 
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ou: [Ac] = concentration en anticoips 
[Ag]= concentration en antijgdne 
[Ac-Ag]=concentration en complexe antlgSne-antlcorps. 

5 Dans le module de oln§tique 2:1, ou module bivalent, plus proche 

de la r6allt6, Ton conslddre les constantes cln6tlques d'associatfon et de 
dissociation de chaque paratope : kai. kdi pour un site, et ka2 et kd2 pour 
I'autre site. Le .calcul d'une constante Kd globale est alors impossible. Un 
tel module tient compte du felt que I'lnteractlon avec un site conditionne 
10 . I'lnteractlon avec I'autre site, en fonction de I'accessiblllte de I'epitope. Les 
reactions suivantes sont alors mises en jeu : 

kai 

Aci + Ag-^-> Ac-Ag 
15 ka2 • 

kdi 

Ac2 + Ag "^~^ Ac-Ag 
kd2 

20 

oCi: Aci : premier site d'lnteractlon de I'antlcorps (ou paratope n'l) 
Ac2 : second site d'lnteractlon de I'anticorps (ou paratope n^2). 

Les constantes kai. I<di, ka2. kdz peuvent §tre mesurees 
25 graphiquement par linearisation de courbes standard. 

En pratique, le criblage tertiaire peut notamment §tre realist au 
moyen d'un dispositif de type Blacore 3000 ou Blacore S51 (Biacore AB, 
Paris. France). Ces disposltifs pemnettent la mesure de la cin§tlque 
d'lnteractlon d'un anticorps avec un antig^ne. les constantes assoctees 
30 pour chacun des modules d6crlts ci-avant, alrisi que le Rso, ^ savoir le 
signal obtenu pour 50% d'antlcorps lies. Pour ce feire, lis utiiisent la 
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mesure de la variation d'§nerigle du nuage d'§lectrons libres d'un m6tal 
(ou plasmon) lorsqu'il est excite par un faisceau de lumiere polaris§e. 
Selon un mode d'experimentation. ies anticorps sent flx6s sur una plaque 
de m6tal soumis d un rayonnemefit laser. Une solution d'antlg§ne est 
5 alors inject6e et « passe » sur Ies anticorps flx6s avec un d6blt connu. 
pendant une dur§e detennin6e. L'apparell mesure ensuite Ies variations 
d'^nergie plasmonique en fonction de la fixation de I'antlgdne. Le calcul 
des constantes est effectu6 automatiquement d I'aide des r§sultats 
exp^rimentaux ainsi obtenus. 

10 Altemativement, la mesure de I'affinite de liaison [etape (15421) 

mentionn6e cl-dessus], representee par Ies constantes Kd. R50. ka. kc dans 
le cas du modele de cinetique 1:1, ou bien R50. kai. kdi. K2, k^z dans le cas 
du modele de cinetique 2:1. ainsi que la cartograpliie des Epitopes [6tape 
(15422) sus-cit§e] sont r4alis6es au moyen d'au molns une technique 

15 d'analyse cin§tique d'interaction ligand-r§cepteur telle que : 

- un test RIA ; 

- untestELISA; 

- Ies techniques de prot^omique conventionnelles. 
cohnues de I'homme du metier ; et 

20 - I'utilisation de micro-puces. 

De maniSre plus particulidre, aux fins de cartographier des 
Epitopes. Ton utilise une plateforme prot6omique classique. Une telle 
platefomie est gen6ralemerit composee d'un syst^me d'electrophorese a 
2 dimensions, ou systeme eiectrophorese 2D. permettant de faire migrer 
25 des proteines. ou des fragments prot6iques, en fonction de deux 
parametres: leur poids moi§culaire et leur charge. Par exemple, pour 
analyser le profil §lectrophoretlque d'une cellule tumorale par rapport d 
une cellule normale du m§me tissu, des echantlllons de ces cellules sont 
prepares afin de separer la fraction prot6ique. Puis, Ies 6chantillons sont 
places SLir un gel et migrent sous I'effet d'un champ 6lectrique. Lore de la 
r6v6latioh. I'oh peut comparer, soit ^ I'oeil. soit a I'aide d'un scanner et 
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d'un loglciel d'analyse d'images. les profils electraphoi^tiques des deux 
cellules, et identifier les slgnaux ou « spots » sp§cifiques de la cellule 
tumorale. ou encore les prot6ines surexprim6es ou sous-exprimees par la 
cellule tumorale par rapport d la cellule normale. Les spots sp^ciflques 
5 des cellules tumorales sent alors pr6lev6s manuellement (d6coupage du 
gel), ou gr§ce d un robot de pr6l§vement dont le fonctlonnement est 
COUPI6 d ranalyse informatlque d'images. Les prat6lnes emprisonnees 
dans les fragments de gel sont remises en solution. Leur sequence est 
d6temilnee gr§ce S un spectromdtre de masse de type MALDI-TOFF; II 
10 est alors possible d'effectuer une nouvelle electrophorese 2D des 
fragments peptldiques Identifies d partir des r§sultats ainsi obtenus sur les 
prot6ines. et de cartographier les epitopes de la protelne entldre en 
ajoutant sur le gel les anticorps cribI6s. Si le compose d'lnt6r^t est une 
proteine. seule cette seconde electrophorese 2D est pratiqu^e 
15 altemativement ^ r« epitop mapping » effectu§ gr^ce d un disposltif de 
type Blacore (voir supra). Le proc§d6 avec ce dispositif est simllaire ^ 
celul d6crit ci-dessus : les anticorps « passent » sur un tapis de fragments 
peptldiques (un seul type de fragments par « tapis ») et Interaglssent avec 
dlff6rentes affinites avec ces demlers. Ce proced6 pr^sente I'avantage de 
20 foumir. en sus de la cartographle. rafflnite de I'lnteraction. Cependant. 11 
est plus fastldleux S mettre en oeuvre que l'6lectrophorese 2D. 

Selon un trolsleme mode de realisation, une banque cellulaire est 
constitute pour au moins un module de criblage de I'etape (14), a partir 
des plaques de culture obtenues apr6s repiquage selectlf. AInsi. une 
25 banque est constituee a I'issue de : 

- retape (142) pour le module de precriblage. si ce dernier est mis en 
oeuvre ; et/ou 

- I*6tape (147) pour le module de criblage prlmajre ; et/ou 

- I'etape (151) pour le module de criblage secondaire ; et/ou 

30 - le cas §ch§ant, l'6tape (i 55) pour le module de criblage tertlaire. 
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De manidre pr§f6r6e. une banque cellulaire est constifuee pour 
chacun d^s.modules de criblage cit6s cl-dessus. 

Pour ce faire. les cellules replquees sur au molns une plaque de 
culture [Stapes (142). (147). (151) et (155)] sont de nouveau replquees sur 
5 au moins une plaque de stockage. oCi elles sont encore cultlv§es sur une 
p§rlode d'envlron 7 jours. Puis, les cellules sont pr6lev6es. cultlv§es et 
congelees selon les techniques connues de rhomme du metier. 

Selon un quatrieme mode de mise en oeuvre du proc6de objet de 
la pr^sente invention. Illustr§ par les Figures 1 et 2. r6tape (14) de 
10 criblageit6ratif est sulvie par au molns : 

(16) la selection d'au molns une cellule secretant un antlcorps 
monoclonal de sp6clficlte et/ou d'affinit§ pour le compose d'lnt§r^t 
sup6rieures ^ celles des . antlcorps monoclonaux s6cret6s par les 
• autres cellules. 

15 Cette etape (1 6) peut ne pas etre automatls§e. 

Selon un cinquieme mode de realisation illustr§ par la Figure 3 
retape (10) de distribution cit§e cl-dessus est au moins pi^c6d§e par les 
stapes preliminaires suivantes : 

(1 ) rimmunjsatlon d'au moins un animal, avec ie compos§ d'lnt6r§t ; 

(2) facultatlvement. la mesure de la r^ponse immunitaire dudit animal - 
et - 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 
Altemativement. au moins les etapes preliminaires suivantes 

precedent I'^tape (10) de distribution : 

(0) la mIse en contact d'au molns une cellule dendritlque (ou « cellule 
pr§sentatrice d'antigene ») et du compose d'lnt^ret. de sorte que ladite 
cellule dendritlque presente au moins un epitope dudit compose 
d'lnter§t ,• 

(1) I'immunisation d'au molns un animal, avec ladite cellule dendritlque 
30 presentant ledit epitope ; 
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(2) facultativement. la mesure de la r6ponse Immunltaire dudit animal ; 
et 

(3) la recuperation des cellules productrlces d'anticorps. 
A I'issue de I'^tape (0) de mise en contact, la cellule dendrltique a 

intemalis§ et d6coup§ le.compos6 d'lnt§ret. de manl^re § presenter S sa 
surface des fragments dudIt compos6. ces fragments compr^nant. le cas 
echeant. un ou plusleurs epitopes du compos§ en cause. 

De pr6f6rence. lorsque le compost d'lnter§t est une cellule 
tumorale. r6tape (0) supra compr^nd au moins : 

(01) la fusion de la cellule dendritique et de la cellule tumorale ; et 

(02) la recuperation d'au molns une cellule dendrltique hybride. 
Par « cellule dendritique hybride », I'on entend une cellule 

dendritique fusionnee avec une cellule tumorals. Une telle cellule hybride 
presents avantageusement a sa surface non seulement les epitopes 
pr^sentes nomialement par la cellule tumorale. mals aussi les epitopes 
cryptiques. qui ne sont nomialement pas pr6sent6s par la cellule tumorale 
Une telle cellule, comme le montre I'exemple II-1 ci-dessous, a I'avantage 
de posseder les caract6ristlques de la cellule dendritique et de presenter 
davantage d'6pltopes de la cellule tumorale que cette demlere. en temps 
20 nomial. 

Lors de I'^tape (1) d'immunlsatlon. divers adjuvants peuvent etre 
utilises, notamment I'adjuvant de Freund complet ou incompiet, ou tout 
autre melange de protelries et glycolipides connu de I'homme du metier 
pour son utilisation comme adjuvant d'immunit6 chez I'homme et/ou 
25 I'animal. 

Plusleurs voles d'inoculation peuvent §tre envisag6es En 
particulier. I'on peut citer les voies sous-cutanee. intrademilque. 
intrayeineuse, intra-peritoneale, lntra-spl§nique. etc... 

L'inocuiatton peut §tre effectu6e ^ I'aide d'un compost d'lnter§t 
unique ou d'une comblnalson de tels composes, selon des programmes 



30 



21 



wo 2005/003379 

PCT/FR2004/001482 



15 



d'inten.alles de temps et de quantites de compos6(s) d'Interit 
6ventuellement variables. ' . 

Les techniques d'immunlsation afin de produlrB des anticorps font 
partie des connaissances generates de I'homme du metier. 
5 L'etape facultative (2) supra con^spond a la mesure de la ,^ponse 

.mmunltaire humorale de I'animal immunise. Cette 6tape (2) peut 
avantageusement §tre mise en o^uvre a I'aide de methodes classiques 
Par exemple. un pr6l6vement sanguin est effectu6 sur I'animal Les 
immunoglobullnes G circulantes specifiques du compos6 d'lnt^ret sont 
10 ensuite dos6es par E.LI.S.A. 

La recuperation des cellules productrices d'anticoips selon I'etape 
(3) consiste. par exemple. a sacrlfler I'animal pour pr^lever sa rate. Les 
cellules sont ensuite dissoci§es de mani^re habltuelle. 

A titre d'exemples de cellules productrices d'antlcorps convenant k 
la mIse en oeuvre du proc6de objet de la pr^sente invention. Ton peut citer 
les cellules de rate de souris. de rat. de lapin. et d'homme. De preference 
les cellules productrices d'anticorps sont des cellules de souris. 

Selon un mode de realisation avantageux. les etapes preiiminaires 
ci-dessus comprennent en outre (voir Figure 3) : 

(4) la fusion des cellules productrices d'anticorps ainsi . recuperees 
avec des cellules Immortalisees ; et 

(5) la recuperation des cellules productrices d'anticorps immortallsees. 

Pour ce faire. de preference, les cellules productrices d'anticorps 

sont fusionnees. par I'operateur. avec des cellules tumorales. notamment 
25 des myelomes. 

Selon un mode de realisation partlculler. les etapes preilminaires 
mentionnees ci-dessus [(1), (2). (3) et. le cas echeant. (4), (5)] ou [(0). (1) 
(2). (3) et. le cas echeant. (4). (5)] ne sont pas automatlsees. 

Selon un sixieme mode de realisation, chaque etape du procede 
objet de la presente Invention est reallsee en atmosphere sterile Par 
defaut, toutes les etapes des modules du criblage iteratif [etape (14)] - 
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peuvent etre mises en oeuvre en atmosphdre non sterile. d6s lor^ que 
r^tape initiate de cheque module, con-espondant au transfer! du milieu de 
culture sur des plaques de criblage [Stapes (14,0). (144). (149) et (153)] 
est effectu§e en milteu sterite. AInsl. I'ajout des r^actlfs dans les pults des 
5 plaques de criblage, I'lncubatlon desdites plaques et la lecture des 
r6sultats du criblage peuvent etre r6alisees en atmosphere non st6rite et 
ce..m§me si te compos6 d'lnter§t est une cellute. En tous (es cas tou'tes 
les etapes du proc§de objet de I'lnventlon qui font Intervenir les cellules 
productrices d'antlcorps sont r6alis6es en atmosphere sterile : notamment 
10 les 6tapes de culture sur plaques (12). (143). (148). (152) ; les etapes de 
transfert (140). (144). (149). (153) ; tes etapes de repiquage selectif (142). 
(1 47). (1 51 ), (1 55) ; et la constitution des banques cellulalres. 

Un dispositif de mise en oeuvre d'un proc6d6 tel que decrit cl- 
dessus. comprend au moins un systeme automatique contr^lant : 
15 - au moins une partle de commando d'au molns un robot ; et 
- au moins une partte d'acqulsition et traitement des donn§es. 

Au sens de rinvention, un « systdme automatique » est un dispositif 
assurant un enchatnement automatique et asservi de t§ches 
confomn§ment aux Instructions d'un op6rateur. 
20 Ainsi. par son fonctionnement. ce systeme automatique tend ^ 

annuler l'§cart entre une grandeur commandee (grandeur generee par le 
moyen « asservi ». c'est-^-dire par le systeme automatique lui-meme) et 
une grandeur de commande (ici, I'instruction generee par I'operateur). 

Selon racception usuelte. un « robot » est un dispositif automatique 
25 capable de manlpuler des objets ou d'executer des operations selon un 
programme fixe ou param^trable. 

Un « programme » est une sequence d'instructions. lesdites 
« instructions » etant des ordres exprimes en langage de programmation. 
dont nnterpr6tatioh entraTne I'execution d'op6ratlons el6mentalres 
30 d^termlnees. 
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Un « parametre » est une variable dont la valeur. radresse ou le 
nom n'est precis^ qu'a I'ex^cution du programme. 

Les « dpnnees » repr§sentent Id les r^sultats d'observations ou 
d'experiences. 

5 Selon des modes partlculiers de realisation, ledit syst6me 

automatlque est programme et/ou param6tr6 par rop6rateur (instructions 
de I'op^rateur). 

Le syst6me automatlque comprend alors avantageusement une 
m6molre dans laquelle est enregistre au moins un programme et/ou au 
10 moins un pararndtre. 

Le dispositif en question est te! que le systeme automatlque genere 
les Instmctions n§cessaires au deroulement des §tapes et sous-etapes 
automatisees du precede d6crit precedemment. 

Dans ce dispositif. la partie de commande d'au moins un robot 
15 controle elle-meme, confomiement aux instructions gen6r6es par 
■'automate, ledit robot. 

En partlculier, un tel robot est capable de : 

- salsir, d6placer. positionner en (x,y.z) au moins une plaque de 
culture, ou de criblage, ou encore de stockage ; et/ou 

20 - steelier ladite plaque ; et/ou 

- prelever du milieu llqulde dans au moins un pults sltu6 k une position 
(x,y,z) predetemnlnee de ladlte plaque ; et/ou 

- laver ledit pults. 

La partie d'acquisltion et traitement des donn6es. pr^sente dans ce 
25 dispositif, analyse, conformement aux instructions gener^es par le 
systeme automatlque, les donn6es foumles par au moins un moyen de 
detection qualitative et/ou quantitative des cellules pr6sentes dans au 
moins un pults d'une plaque de culture ou criblage. 

Un moyen de d6tectlon partlculi^rement adapte S une mise en 
30 oBuvre dans le dispositif en cause, est nbtamment choisi pamir : 

- une unite photonietrique d'analyse dudit pults ; 
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- une un|t6 d'analyse d'image dudit puits ; 

- une unite d'autoradiographie comprenant au molns un moyen de 
mesure de la radioactivity dudIt puits ; 

- une unity de tri oellulaire comprenant au molns un moyen de 
separation des cellules ; et 

- un disposltif de type Blacore 3000 ou Biacore S51 (voir description 
supra). 

L'ensemble de ces moyens de ddtectlon fait Inten/enir des 
techniques conventlonnelles connues de I'homme du m§tler. 

Dans un tef disposltif, au molns les parties qui interviennent sur les 
cellules productrices d'antlcoips elles-m§mes se trouvent en atmosphere 
st6rile. AinsI, les parties du disposltif mettant en oeuvre les 6tapes des 
modules du criblage it6ratif [§tape (14)] peuvent §tre situ6es en 
atmosphere non sterile, d^s lors que I'etape initiate de chaque modute. 
con-espondant au transfer! du milieu de culture sur des plaques de 
criblage [etapes (140), (144). (149) et (153)], est effectu6e en milieu 
sterile. 

Par ailteurs. la pr^sente dernande divulgue un proc§de pour 
am6liorer la production, par un animal, de cellules productrices d'antlcorps 
20 dlrig6s centre un compose d'int6r3t 

Dans le present contexte. ce proc6de pemiet de stimuter la r6ponse 
Immunitaire de I'anlmal et d'augmenter \e nombre d'antlcorps differents 
produits par les cellules et dirig6s contre le compose d'interdt. 

Selon un premter mode de r§alisation. le precede ici decrit 
25 comprend au molns les §tapes suivantes : 

(20) la mise en contact d'au moins une cellule dendritique et du 
compost d'interet. de sorte que ladlte cellule dendritique presente au 
moins un epitope du compose d'interet ; 

(22) Timmunlsation d'un animal, avec la cellule dendritique pr^sentant 
30 ledit epitope ; 
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(24) facultatiyement. la mesure de la r^ponse Immunltaire dudit 
animal ; et 

(26) la recuperation des cellules productrices d'antlcorps. 

Le « compose d'lnterit » Id vls6 ob6lt ^ la definition donn§e supra 
Lorsque le compose d'lnt§r§t est une cellule tumorale. le prac6de 
comprend. de preference, au moins les etapes sulvantes : 

(30) la fusion d'au molns une cellule dendrltique et de ladite cellule 
tumorale ; • • 

(32) la recuperation d'au moins une cellule dendritlque hybride ; 

(34) rimmunisation d'un animal, avec ladite cellule dendritlque 
hybride ; 

(36) facuitativement. la mesure de la reponse immunitaire dudit 
animal ; et 

(38) la recuperation des cellules productrices d'antlcorps. 

Une cellule dendritlque. ou cellule presentatrice d'antigene 
convenant ^ la mise en oeuvre du procede selon I'invention. est. par 
exemple. une cellule dendritlque de souris. 

La mIse en contact vis6e S I'etape (20) est realisee de maniere 
conventionnelle. par exemple dans des plaques de culture classlques 

La fusion selon I'etape (30) fait appel a des techniques classiques 
PQur I'homme du metier. 

Une « cellule dendritlque hybride » telle que susmentlonnee repond 
a la definition supra. 

Les etapes (22). (24) et (26) ou (34). (36) et (38) sont telles que 
25 definies precedemment. 

Selon un deuxieme mode de realisation, le procede decrit cl-dessus 
comprend en outre au moins les etapes sulvantes : 

(40) la fusion des cellules productrices d'antlcorps ainsi recuperees 
avec des cellules immortalisees ; et 

30 (42) la recuperation des cellules productrices d'antlcorps 
immortalisees. 
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Ces etapes sont conform6s aux definitions donnees supra. 

En outre, la presente demande divulgue rappllcatlon du procede 
d^crit ci-dessus, pour am§liorer la production, par un animal, de cellules 
productrices d'antlcorps, au criblage in vitro et k grande 6chelle de cellules 
s§cr6tant au moins un anticorps monoclonal sp6cifique et affin pour un 
compose d'int6r§t, confomi6ment au proc6d6 objet de I'invention. 

La prfesente invention est illustr§e, sans pourautant §tre Iimit6e. par 
les figures suivantes : 

Figure__l: representation sch§matique du proc6de essentiellement 
automatism de criblage de cellules s^cretant au moins un anticorps 
monoclonal - Vue globale. 

I^'flure 2 : representation scliematlque des §tapes relatives au criblage 

Iteratif selon I'etape (14) de la Figure 1 - Vue detaillee. 

Les fleches en polntille indiquent les etapes facultatlves. 

figure — 3: representation sch§matique des etapes pr§liminaires 

concemant le proc§d§ sch6matis6 sur la Figure 1 . 

Les voies A et B sont alternatives. 

Les exemples qui suivent sont destines d illustrer, de maniere non 
limitative, des modes de realisation parlicullers de la presente invention. 

EXEMPLES 

I- PROCEDE DE CRIBLAGE ; 

1-1- Etapes preliminaires : 

Ces etapes sont IHustrees par la Figure 3. 

^- Etapes d'immunisatio n et da rScuoSratlon des cellules 
productrice s d'antlcor p s r^taoes f1) ef (a)] r 
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Dans le cas de I'immunisation d'une souris avec une cellule 
tumorale (compose d'inter^t). I'anlmal est sacrifi§ apres environ 60 a 
65 jours. On prel^ve alors la rate de ranlmal. Les cellules sent ensulte 
dissociees selon un protocole standard, connu de Thomme du m6tier. 

B- Etapes de fusion cRlluli^ i re et da rAnnpemtion da r^lim^.^ 

Immortalis^fift f^f^ pes (4) et (Fi) ] ■ 
Les cellules dissocl6es sent mises en presence de cellules de 
myelome murin. La fusion s'op^re de fagon alealoire avec un rendement 
estime d 0.001%. Le nombre de cellules prOductrices d'anticorps 
Immortallsees (ou cellules hybrides. ou encore hybridomes) ainsi 
gSndrSes d environ 3x10° cellules. 



1-2- Precede de criblaae : 
15 Ces §tapes sont illustrees par les Figures 1 et 2. 

A- Etaoe de r epartition (10) ■ 
Les cellules productrices d'anticorps ou (es hybridomes sont 
repartls automatiquement par un robot feisant partle du disposltif de mise 
20. en oeuvre du proc6d6. dans des plaques de culture de 96 pults d raison de 
100 000 cellules par puits environ, dans un milieu s6lectif. 

On dispose ainsi. par exemple. d'un lot de depart de 160 plaques- 
mdres de culture. 

2^ Etaoe de culture sur plagues (19) ; 

Les plaques-meres de culture sont sorties automatiquement tous 
les jours de I'incubateur et le milieu de culture est remplace 
automatiquement par du milieu neuf. 

Au bout de 7 jours de culture, le milieu de culture est chang6. 
30 A partir de cette etape. I'on entre dans I'etape (14) de criblage 

it6ratif (voir Figure 2). 
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C- Module de precriblage ■ 

a) Etape de transfert (140) : 

5 Le milieu anclen ainsi pr§leve est cl6pos6 dans 160 plaques de 

criblage (plaques de criblage #0) d ralson de 100 u\ par pults en sulvant 
pr§cis§ment la m§me topographle des pults que celle pr6sent6e par les 
plaques de culture. Ces plaques de criblage sont referenc^es par rapport 
aux plaques-mdres par un code barre. 

10 

b) Etape de precriblage (141) : 

Un anticorps antl-IgG coupl6 a una bille est ajoute § raison de 10 //i 
par pults aux pults desdites plaques de criblage #0. Un autre anticorps 
coupl§ a une molecule fluorescente est ajoute a raison de 10//I par puits. 

15 Aprds 10 minutes d'incubation ^ temperature ambiante. les plaques de 
criblage sont lues par I'apparell FiVIAT 8200 (Applied Biosystems) [etape 
(1411) r6alisee, selpn cet exemple, directement dans les pults]. Selon 
cette m^thode de detection, le fluorochrome est exdte par un laser. 
L'appareil g§n6re une Image des complexes antlcorps-bllles, d condition 

20 qii'au molns une population d'IgG soit presents dans l'6chantillon. Le 
signal sp6clflque est optimist par rapport au bruit de fond, con-espondant 
au signal 6mls par les r6actifs dlssocl6s. 

A chaque pults est assocte le nombre de photons §mis par seconde 
par I'ensemble des complexes. Les pults ne contenant pas d'aritlcorps 

25 sont caracterises par un ratio signal/bmit de fond proche de 1 et sont 
6limin§s. De meme, les puits pour iesquels les signaux obtenus sont 
d'intensite inf6rieure ^ une valeur seull fixee en fonctlon de I'^talonnage 
du test, sont egalement ellmin§s [etape (1412)]. 

30 c) Etape de repiquage (142) : 
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En fonction de ces resultats. le robot pr6l§ve de manure selective 
IBS cellules dans les pults des plaques-m6res de culture, dds tors qu'un 
signal positif significatlf a et6 d6tecte dans les pults correspondants des 
plaques de criblage #0. 

5 Les pults consid6r§s sont alors r§unls et partages en deux lots 

Identlques de 4 plaques (lots n'l et n-2). Ces nouvelles plaques de culture 
(plaques de culture #1) sont r6f6renc6es par rapport aux plaques-meres 
de culture par un code barre. 

10 d) Etape de culture sur plaques (143) ; 

Les cellules sont cultlv6es ensuite de la m§me fagon. pendant 7 
jours suivant le protocole de changement p6riodique de milieu d6crit ci- 
dessus. 

D- Module de oriblaaa primain^ ; 

a) Etape de transfert (144) : 

Au bout de 7 jours de culture, les m§mes cellules que celles qui ont 
6t§ utilisees pour I'Immunisatlon [composes d'lnt§r^t: §tape (1) supra] 
sont distribuees automatiquement dans 4 plaques de criblage (plaques de 
criblage #1) ^ ralson de 100 000 cellules par pults. pour un volume initial 
deSO^/l/puits. 

Le milieu de culture du lot n»1 de plaques de culture d'hybridomes 
(plaques de culture #1) est change. 

50 //I du milieu ancien preieve sont redepos§s dans les 4 plaques 
de criblage. (plaques de criblage #1) ensemenc§es avec les compos6s 
d'int6r§t. en suivant pr§cis§ment la m§me topographle des puits. Ces 
plaques de criblage #1 sont ref§renc§es par rapport aux plaques de 
culture #1 par un code barre. 

De maniere concomitante. le Ibt n"2 de 4 plaques de culture #1 est 
ampllfl§ par transfert du contenu de chaque pults dans 3 puits d'un 
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nouveau lot de 12 plaques de 96 puits. et cultiv§ pendant 7 jours. Parml 
• chaque triplet, le puits oCi ies cellules pr^sentent la meilleure . croissance 
est s6lectlonne et Ies cellules sont repiquees dans, un puits d'un lot de 12 
plaques de 24 puits. Enfin. apres 7 jours de culture. Ies cellules de chaque 
5 puits sont transferees dans "288 flasques de culture cellulaire. Apr^s 7 
jours de culture. Ies cellules sont pr§lev§es. centrifugees et congel6es 
dans I'azote liqulde {-m'^C) pour constituer une premiere banque 
cellulaire. 

10 b) Etape de criblage primaire (145) : 

10 A/I d'un anticorps anti-IgG couple § une molecule fluorescente 
sont ajoutes. Apr§s 10 minutes d'incubation a temperature amblante, Ies 
plaques de criblage #1 sont lues par I'appareil FMAT 8200 [6tape (1452)]. 
Le fluorochrome est excite par un laser et I'appareil gendre une Image des 
15 cellules marquees, a condition qu'au moins une population d'anticorps 
specifique soit presente dans I'echantillon. Le signal speclfique est 
discrimine par rapport au bruit de fond. 

A ciiaque puits est associe le nombre de photons emis par seconde 
par I'ensemble des cellules ainsi marquees. Les puits ne contenant pas 
d'anticorps speclfique d'un epitope present d la surface de la cellule cible 
sont caracterises par un ratio signal/brult de fond proche de 1 et sont 
eilmines. De meme. les puits pour lesquels les signaux obtenus sont 
d'intenslte Inferieure d une valeur seuii fixee en fonction de I'etalonnage 
du test, sont egaiement eilmines [etape (1 453)]. 

Les autr^es. soit 15 puits, sont repiques dans trois lots de 1 plaque 
de culture (lots n°3, 4 et 5). 

Le lot n'S est ampiifie par transfer! du contenu de chaque puits 
dans 3 puits d'un nouveau lot de plaques de 45 puits, et cultive pendant 7 
jours. Pour chaque triplet, le puits oO Ies cellules presented la melileure. 
30 croissance est seiectionne. et les. cellules repiqu6es dans un puits d'un lot 
de 1 plaque de 24 pCiits. Enfln. apres 7 jours de culture, les cellules de 
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chaque puits sont transferees dans 15 flasques de culture cellulalre. Apr^s 
7 jours de culture, les cellules sont prelevees. centrifug^es et congel6es 
dans I'azote liquide (-1 73»C) pour constltuer une deuxi^me banque. 

c) Etape de clonage (146) : 

Apr6s 7 jours d'entretien des cultures, les cellules du lot n°2 sont 
transferees par le robot dans des tubes de clonage. 

Un antlcorps antWgG coupl6 d un fluorochrome [e.g.. une cyanine 
(Amersham Biosciences)] est ajout§ automatiquement dans les puits. 
Celui-cl se fixe sp§clfiquement sur les immunoglobulines de surface des 
hybridomes d condition qu'au moins une population de cellules (ou clone) 
s6crdt(e des anticorps. 

Aprds 10 minutes d'incubation, les cellules sont clon6es dans une 
plaque de culture a I'alde d'un cytom^tre de flux analyseur-trieur. qui 
depose selectlvement les cellules marquees par I'anticorps a ralson d'une 
cellule par puits. On obtient ainsi. par exemple. 7 clones positifs. 



Les etapes de replquage des cellules clon6es sur les plaques de 
culture #2 [etape (147)] et culture sur plaques [etape (148)] sont 
20 Identlques ^ celles decrites cl-dessus. 

E- Module de crihlaga secondairfi • 



a) Etape de transfert (149) : . 

Apres 7 jours de culture, les memes cellules que celles qui ont §te 
utilisees pour I'immunisation [composes d'lnter§t: 6tape (1)] sont 
distributes automatiquement dans 1 plaque de criblage (plaque de 
criblage #2) ^ raison de 100 000 cellules par puits. pour un volume initial 
de 60 //l/puits. 

Un autre lot de deux plaques de criblage #2 est ensemenc6 avec 
des cellules, provenant du m§me tissu que les cellules cibles. mais 
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presentant un phenptype sain. Ces cellutes sont dites « normales » ou 
« t6molns». ' " '. 

Le milieu de culture.du lot n°1 de plaques de culture d'hybridomes 
(plaques de culture #2) est chang§. Le milieu anclen est conserve. 50 fj\ 
de ce milieu dont deposes dans la plaque de criblage #2 ensemenc§e 
avec les cellules clbles. 50 autres pi du milieu ancien sont d6pos6s dans 
le lot ensemenc6 avec les cellules t6moins en sulvant pr6cis§ment la 
meme topographle des puits. Ces plaques de criblage #2 sont ref§renc6es 
par rapport aux plaques de culture #2 par des codes-barres. 



b) Etape de criblage secondaire (150) : 

10 fj\ d'un anticorps anti-IgG coupi^ S une molecule fluorescente 
sont ajoutes dans lesdites plaques de criblage #2. 

Apres 1 0 minutes d'incubation a temperature ambiante. les plaques 

15 de criblage #2 sont lues par Tappareil FMAT 8200 [6tape (1502)]. 
L'apparell g6ndre une image des cellules marquees. gi condition qu'au 
molns une population d'anticorps sp^clfique de I'un ou Tautre des types 
cellulaires (tumoral ou normal) solt pr^sente dans r^chantillon. Le signal 
specifique est dlscrimln6 par rapport au bruit de fond. 

20 Par comparalson entre les puits contenant le m§me 6chantilIon de 

sumageant. les anticorps dirig§s sp6clfiquement contre les cellules cibles 
sont Identifies. Ceci con-espond parexemple a 3 clones [etape (1503)]. 

Immediatement aprds le prelevement des surnageants de culture, 
les clones cellulaires sont amplifies par transfert de cheque puits dans 3 

25 puits d'un nouveau lot de plaque de 21 puits. et cultives pendant 7 joure. 

Pour chaque triplet, le puits oil les cellules presentent la mellleure 
croissance est selectionne. et les cellules sont replquees dans un puits 
d'un lot de 1 plaque de 24 puits. Enfln. apr§s 7 jours de culture, les 
cellules de chaque puits sont transferees dans 7 flasques de culture 

30 cellulalre. Apr^s 3^7 jours de culture, les cellules sont preiev6es. 
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centrifug6es et congelees dans Tazote liquide (-lySX) pour constituer 
une trolsieme banque. 

Les stapes de repiquage s6lectlf des cellules sur les plaques de 
5 culture #3 [6tape (151)] et culture sur plaques [6tape (152)] sont 
identlques d celles d6crltes ci-dessus. 
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F- Module de criblaaa ffirti»irn, ■ 

a) Etape de transfert (153) : 

Les sumageants de culture des 3 clones identifies iors du criblage 
secondaire sont pr6lev6s et deposes dans 3 puits d'une plaque de 
criblage #3. 



b) Etape de criblage tertiaire (154) : 

L'affinit6 des antlcorps pour I'antigene est analys6e gr^ce ^ un 
appareil de type Blacore 3000 [6tape (1542)]. 

Les antlcorps sont classes en fonctlon des constantes d'affinite 
et/ou cin§tiques obtenues [etape (1543)]. A ce stade, II reste, par exemple. 
deux antlcorps. 

Les antigenes totaux des cellules cibles sont Isoles par les 
techniques de proteomlque et Immobilises par Western blot. Les deux 
antlcorps selectlonnes Iors du criblage tertiaire sont deposes sur les 
25 proteines ainsi fixees. Aprds incubation, on ajoute un antlcorps anti-IgG 
marqu6 avec un fluorochrome (par exemple. la fluoresc^ine). On identlfle. 
par detection de la fluorescence, I'antigene speclfique de chaque 
anticorps [6tape (15422)]. 

30 PROCEDE POUR AMELIOR ER LA PROnilCTION Pg rn I m i=q 
PRODUCTRICES D'AMTinnRPg . 
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• L'exemple qui suit illustre le cas oCi le compost d'inter§t considere 
est une cellule tumorale [6tapes (30) a (38)]. 

Materiels e t methodes fetaoes (20) et : 
5 Les experiences ont §te realisees chez la souris. avec des cellules 

dendritiques murines, et des cellules de myotome murin (SP2/0). 

Les cellules dendritiques hybrides (cellules DH) obtenues par fusion 
[§tape (30)] ont 6t6 analys6es. Elles possedent le caract§re des cellules 
dendritiques de souris (reconnaissance par des anticorps sp§cifiques de 

10 ces cellules en cytofluorom§trie). En outre, elles presentent a ieur surface 
les Epitopes, y compris les epitopes cryptiques. de la cellule tumorale. 
Cette derniere caract^ristique a 6t6 v6rifi6e apr^s fusion de cellules 
dendritiques et de cellules de myotome SP2/0 et observation en 
microscople electronique. La pr§sence de particules intracistemales A 

15 (lAP) etalt exclusive des cellules SP2/0. ce qui a confirme I'hybridatlon. 

"-2- Etape f34> d'immunisation et etapes suivantea : 
Le protocole d'immunisation a et§ le suivant. Quatre groupes de 
quatre souris Balb/c ont ete traites comme suit : 
20 - groupe A : 4 souris ont et§ immunisees avec des cellules SP2/0 ; 

- groupe B : 4 souris ont 6t§ immunisees avec des cellules SP2/0 
in-adiees (UV) ; 

- groupe C: 4 . souris ont 6t6 Immunisees avec des cellules DH non 
irradi§es ; et 

25 - groupe D : 4 souris ont ete Immunisees avec des cellules DH Irradiees 
(UV). 

On a . observe la mortallte sur une dur^e standard d'un mois apres 
la premldre Inoculation. 

L'analyse de la reponse immunitaire humorale (ou taux 
30 d'immunisation) [etape (36)] a 6te effectuee k I'aide de la technique 
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E.L.I.S.A. Les tests ont et§ realises ^ partir d'echantillons de s§mm dilu6s 
au millieme sur des plaques de 96 pults recouverts de cellules SP2/0, 
ceci afin d'evaluer qualltativement la presence d'antlcorps dlrig^s centre 
les antlgdnes de ces cellules dans le s§rum des animaux tralt6s. 
L'echelle adoptee pour la mesure a et§ la suivante : 

0 aucune r6ponse 
+ faible r§ponse 
++ reponse moyenne 
+++ reponse elevee 
++++ r§ponse tr§s 6levee. 
Les resultats obtenus sont les suivants : 

- groupe A : comme attendu, la mortality due a des metastases (ascites) 
etalt de 100%, avec une survie moyenne de 10 S 15 jours. 

- groupe B : 11 n'y pas eu de mortalite et la i^ponse immunltaire centre les 
cellules SP2/0 6tait approximatlvement +/-, et pouvalt alter jusqu'a + 
centre des cellules SP2/0 fixes. 

- groupe C : les resultats etaient simllaires a ceux observes avec le 
groupe A, avec une mortality §lev§e. 

- groupe D : II n'y a pas eu de mortalite et la reponse immunitaire etait 
situ^e entre +++ et ++++. 

Les groupes B et D ont 6t§ confront^s ^ rinoculation de cellutes 
SP2/0 non inadiees (par consequent capables d'induire une r6ponse 
tumorale avec ascite). Dans te groupe B, la mortality §tait de 100%. tandis 
que, dans le groupe D, les souris restent en bonne sante apres 4 mots. 
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REVENDICATIONS 

1: Proc6d§ automatism de criblage in vitro et d grande 6chelle de 
cellules s6cr6tant au moins un antlcotps monoclonal specifique et afRn 
5 pour un compose d'lnter§t. ledit proc§d§ comprenant au moins les 6tapes 
suivantes : 

(10) la distribution de cellules productrices d'anticorps dans au moins un 
puits d'au moins une plaque de culture ; 

(12) la culture desdites cellules dans des conditions pennettant leur 
10 crolssance. avec detection concomitante de la croissance cellulaire et de 
la qualite des cultures ; 

(14) le criblage it^ratif desdites cellules pour la s6cr§tlon d'anticorps, avec 
cionage des cellules secr^tant au moins un antlcorps interagissant avec 
ledit compost d'int§r§t ; et 
15 (16) la selection d'au moins une cellule s6cn§tant un antlcorps monoclonal 
sp6cifique et afRn pour ledit compos6 d'int6r^t. 

2. Proc6d§ selon la revendlcation 1, caract6ris6 en ce que ledit 
compose d'inter§t est un antigdne comprenant au moins un epitope 

10 

3. Proc§d6 selon la revendlcation 2, caracterise en ce que ledit 
antigSne est choisi panni : des proteines, des acides nuclelques, des 
particules viraies. des peptides synthetiques, des composes chimiques, 
des organes. des organelles, des cellules enti^res, des fragmentations 

25 sub-cellulaires. 

4. Precede selon la revendlcation 3, caract6ris6 en ce que ledit 
antig^ne est une cellule tumorale. 
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.5. Precede selon la revendication 1. caract6ris6 en ce que ladite 
distribution selon I'^tape (10) est effectuee d ralson d'au molns 
3x10^ cellules par pults. 

5 6. Pnoc^de selon la revendication 1, caract§ris6 en ce que chaque 
6tape est r6alls6e en atmosphere st6rlle. 

7. Proced6 selon la revendication 1 . caracteris6 en ce que ladite etape 
(1 0) est au molns pr6c6d6e par les 6tapes preliminaires sulvantes : 

(1) rimmunlsatlon d'au moins un animal, avec ledit compose d'Interet ; 

(2) facultativement, la mesure de la rdponse immunitaire dudit animal • et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 



10 



15 



8. Precede selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce que ladite etape 
(10) est au moins precedee par les etapes preliminaires sulvantes : 

(0) la mise en contact d'au molns une cellule dendritlque et dudit compose 
d'interet. de sorte que ladite cellule dendritlque presente au molns un 
epitope dudit compose d'Interet ; 

(1) rimmunlsatlon d'au molns un animal, avec ladite cellule dendritlque 
20 presentant ledit epitope ; 

(2) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ; et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 



25 



9. Precede selon la revendication 8. caracterise en ce que, lorsque 
ledit compose d'Interet est une cellule tumorale, ladite etape (0) comprend 
au moins: 

(01) la fusion de ladite cellule dendritique et de ladite cellule tumorale ; et 

(02) la recuperation d'au moins une cellule dendritique hybride. 

30 10. Precede selon la revendication 7 ou 8. caracterise en ce que 
lesdites etapes preliminaires comprennent en outre : 
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(4) la fusion desdites cellules productrices d'antlcorps avec des cellules 
immortalis6es ; et 

(6) la r6cuperation des cellules productrices d'antlcorps lmmortalls6es: 

5 11. Proc6d6 selon la revendicatlon 7 ou 8. caract6ris6 en ce que 
lesdites cellules productrices d'antlcorps sont cholsles panni les cellules 
de souris, de rat. de lapln. d'homme. 

12. Proc§de. selon la revendicatlon 11. caract§ris6 en ce que lesdites 
10 cellules productrices d'antlcorps sont des cellules de souris. 

13. Proc§d§ selon I'une quelconque des revendlcations 7 ^ 12 
caracterise en ce que lesdites 6tapes prellminalres ne sont pas 
automatisees. 



15 



20 



25 



30 



1 4. Proc6d§ selon la revendicatlon 1 . caract6ris6 en ce que ladlte 6tape 
(14) de criblage lt§ratlf comprend au molns Ie module de criblage sulvant 
susceptible d'§tre Iter6 : 

- Ie transfert du milieu de culture pr^Ieve k partir d'au molns un puits 
d-au molns une plaque de culture, dans au molns un pults d'au moins 
une plaque de criblage ; 

- Ie criblage des cellules pour au moins un critere de selection donn6 ; 

- Ie replquage s6lectrf des cellules satisfaisant ledit critere dans au 
moins un puits d'au moins une nouvelle plaque de culture ; et 

- la culture desdites cellules dans des conditions pemiettant leur 
croissance. avec detection concomitante de la crx>lssance cellulaire et 
de la quality des cultures. 

15. Procede selon la revendicatlon 14, caract§ris6 en ce que ladite 
6tape (14) comprend un module de pr6criblage. dans lequel ledit critere 
de selection est la s6cr§tion d'antlcorps : 
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10 



(140) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au molns 
une plaque de Qribiage ; . " 

(141) le pr6crlblage des cellules pour la secretion d'anticorps ; 

(142) le replquage selectif des cellules s6cr^tant au molns un antfcorps 
sur au moins une plaque de culture ; et . 

(1 43) la culture desdites cellules. 

16. Proc6d§ selon la revendlcatlon 14. caract6ris6 en ce que ladite 
6tape (14) comprend un module de criblage primaire. dans leque! ledit 
entire de selection est la secretion d'anticorps interagissant avec ledit 
compost d'int6r§t : 

(144) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au molns 
une plaque de criblage ; 

(145) le criblage primaire desdites cellules pour la secretion d'au moins un 
15 antlcorps interagissant avec ledit compose d'inter§t ; 

(146) le clonage des cellules secr^tant - au molns un anticorps 
interagissant avec ledit compos§ d'lnt^ret ; 

(147) le replquage des cellules donees sur au molns une plaque de 
culture ; et 

20 (148) la culture desdites cellules. 

17. Proc6d§ selon la revendlcatlon 16. caracterise en ce que ledit 
module de criblage primaire est mis en oeuvre apres ledit module de 
pr§criblage selon la revendication 15. 

18. Proc6de selon la revendication 16 ou 17. caracterise en ce que 
ladite etape (14) comprend en outre un module de criblage secondaire 
dans lequel ledit. critere de selection est la secretion d'anticorps " 
monoclonaux specifiques dudit compose d'interet : 
(149) le transfert du milieu de culture dans au rholns un puits d'au moins 
. une plaque de criblage ; 
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. (150) le Criblage secondaire desdltes cellules pour la UoriOon d'un 
anticorps monoclonal spSolfique dudit eomposS d'Intertt • 
(151) le replquage s^lecflf des cellules sta4tam un antl»,ps monoclonal 

5 (1 52) la culture desdltes ceUules. 

19. Pmc6d6 selon la revendlcalion 18. caract6ris4 en ce qua ladite 
tope (14) con,p„nd en outre un module de criblage tertialre. dans lequel 
ledrt cntere de s^ectlon es, la s^^tlon d'anficon^s monodonaux 
10 specifiques.et afBns pour ledit compos§ d'intSi^t • 

(153) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au mdns 
une plaque de criblage ; 

(154) le Criblage tertiaire desdltes cellules pour la s^crttlon d'un antlcoms 
monoclonal specifique et affin pour ledIt compost dlntSiat • et 

(155) faoultativemem, le repiquage s^ectlf des ceUulei sScrttant un 
ant,con,s monoclonal sp&^que e. aflin pour ledit compost d1nt«r6t sur 
au molns une plaque de culture ; et 

(156) facultatlvement, la culture desdltes cellules. 

20 20^ P'^^^d^-«'°n'arevendlcatfon1.caract6ris6encequeladlte6^^^^ 
(16) comprend : . *^ 

(16) la selection d'au molns une cellule secr^tant un anticorps monoclonal 
de specificity et/ou d'affinlt. pour ledit compost d'interet superieurBS ^ 
celles des anticorps monodonaux secretes par les autres cellules. 

21. ProcM6 selon la revendicatlon 1 ou 14. caractSrisS en ce que ladite 
culture est effectuee sur une pSrlode comprise entm au molns 7 Joure et 
au plus 21 jours, ladite p^riode 6tant de pr^6rence comprise entre 7 et 15 
jours. 
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22. Proc6d6 selon la revendication 14. caracteris§ en ce qu'une •. 
banque celluiaire dst constitute pour au molns un module de criblagi 

23. Proced§ selon la revendication 15. caract§rise en ce que ladite 
5 6tape (1 41 ) comprend au moins : 

(141 1) la detection de la s6cr§tion d'anticorps ; et 

(1412) la selection des cellules s6cr6tant au moins un antlcorps. 

.24. Proced§ selon la revendication 23. caracteris6 en ce que ladite 
10 etape (1411) comprend au moins: 

(14111) le pr§l§vement d'au moins un 6chantillon de sumageant de 
culture : et ~ 

(141 12) la detection de la s6cr§tion d'anticorps dans ledit echantlllon. 

15 25. Procedt selon la revendication 23. caract6rise en ce que ladite 
etape (1411) comprend au molns la detection de la s6cr6tion d'anticorps 
directement dans les puits. 

26. Proced6 selon la relvendication 16, caract§ris§ en ce que ladite 
20 6tape (145) comprend au moins: 

(1451) le pr§i§vement d'iau moins un 6chantillon de sumageant de 
culture ; • 

(1452) la dttecHon de I'Interaction des anticorps avec ledit compose 
d'lnt6r§t dans ledit 6chantilIon ; et 

25 (1453) la. selection des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'int6ret. 

27. Proced6 selon la revendication 18, caract6ris6 en ce que ladite 
6tape (150) comprend au moins : 

30 (1501) le prelevement d'au molns un echantlllon de sumageant de 
' culture ; 



42 



wo 2005/003379 



PCT/FR2004/001482 



(1502) la detection, dans ledit echantillon. d'une interaction sp6cifique 
entre un anticorps monoclonal et ledit compose d'int6r§t ; et 

(1503) la selection des cellules secretant un anticorps monoclonal 
specifique dudit compost d'lnt6r§t. 

5 . 

28. Proc6d6 selon la revendicatlon 19. caract6ris6 en ce que ladite 
etape (1 54) comprend au moins : 

(1541) le pr6l§vement d'au moins un 6chantillon de sumageant de 
culture ; et 

10 (1542) la mesure de I'affinlt^ d'un anticorps monoclonal pour ledit 
compos6 d'lnter^t 

29. Precede selon la revendication 28, caracterise en ce que l'6tape 

(1542) comprend au moins : 

15 (15421) la mesure de I'affinit^ d'un anticorps monoclonal pour ledit 
compose d'inter§t ; et 

(15422) I'identification et/ou la localisation d'au moins un Epitope dudit 
compose d'lnt6r§t. 

20 30. Proc§d6 selon la revendication 29. caract6rls§ en ce que lesdites 
6tapes (15421) et (15422) sont concomltantes. 

31. Prx)c6d§ selon la revendication 28. caracteris§ en ce que I'etape 
(154) comprend en outre : 
25 (1543) le classement des anticorps monoclonaux sur la base de leur 
specificity et/ou de leur affinite pour ledit compose d'int6r 
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